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ア ニ リ ン 誘導体は広く化学工業の 生産過程で取 り扱わ れ て い る 有機化学物質 で ある
一 九 人体に 後天性 メ ト ヘ モ グ ロ ビ
ン (M ethe m oglobin, MetH b)血 症, 神経障害そ の 他の 有害作用を及ぼす こ と が 知 られ て い る ･ 本研究 で ほ ア
ニ リ ソ 誘導体 に お
ける MetH b形成能 の 予測 を 目的 と して , 肝代謝活性系 を用 い た 試験管内法 に よ り ′ 1 9種類 の
パ ラ 位 ア ニ リ ソ 誘 導体 の
MetH b形成率を調べ , こ れ と物理 ･ 化学的構造 との 相関を解析 した ･ そ の 結果 , M etH b形成率25% に あた る ア
ニ リ ソ 誘導体
濃度(M etH b25) は , ア ル キ ル 及 び ハ ロ ゲ ソ 類な どの 同族体に つ い て は ･ 化学物質の 疎水性 をあ らわ す油
･ 水分配係数 logP と
の 相関性 が高く . ま た , logP と水素結合性 の 有無をあらわ すダ ミ
ー 変数を 説明変数とする と , 全物質 で 有意 な相関関係が得 ら
れ た . MetH b25は ま た , 立 体的置換基定数である MR, L とも高い 相関性を 示 した ･
一 方 , 定性的に は化合物円の 電子吸引性部
位 の 存在の 場所 に よ り M et= b形成能が高く な る傾向がみ られ た が ･ 電子的置換基定数 で あ る
q と は 有意な式は得 られ なか っ
た . 以上 の こ と よ り, 試験管内で の ア リ ニ ソ 誘導体の Met= b形成機構 で ほ , 置換基 の 疎水軋 立体効果 , 水素結合性 が活性
発現に 対 し重要と な る可 能性が 示 唆され ると とも に , 今後 こ れ ら の 構造特性か ら , M etH b形成能未知
の 物質に つ い て の 予測 の
可能性が開か れ た .
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後天性 メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン (M ethe m oglobin, MetH b) 血症ほ ,
血 球中に 存在す る MetH b還元系の 能力を越え て , MetH bの 産
生を促すよ う な 化学物質 へ の 暴露 に よ りひ きお こ され る｡ 本症
を ひき お こ す代表的な化学物質 と して は 1 亜硝酸塩 , ア ニ リ ソ
系色素煩 , ア セ ト ア ニ リ ド, ス ル フ ォ ナ ミ ド, ニ ト ロ グ リ セ リ
ソ な ど多数知 られ て い る
1)
. こ れ らの うち とく に ア ニ リ ソ 誘 導
体に よ る M etH b 血症2 およ び 神経障害性に つ い て ほ , 古くか ら
多くの 報告 がある . 当教室原田恥 は , か つ て , 各種 ア ニ リ ソ 誘導
体 と マ ウ ス 胎児由来線維芽細胞 Balb/3 T 3 との 試験管内で の 直
接反応に よ っ て , ア ニ リ ン 誘導体の 毒性 が ,
一 般 に 化学物質の
生物活性を決め る 上 で 重要 と考え られ て い る疎水性 と , 高い 相
関を示 す こ と を 明 らか に した . こ れ は , ま た ア ニ リ ン 誘導体の
皮膚障害貯
)4)の 高 さ を示 唆す る結果でもあ っ た ､ 原 田は ま た ,
ア ニ リ ン 誘導体と ヘ モ グ ロ ビ ン と の 試験管内で の 反応の 結果生
じた MetH b を, 導電点電気泳動法 で 分析 し , 誘導 体に よ る
MetH b形成能 の 差を 明 らか に した . しか し, こ の 研究 で は ア ニ
リ ン 誘導体の 代謝 に つ い て 考慮 しなか っ た た め , 試験物質の 構
造 と M etHb 形成 と の 間に 有意な相関関係を見い だ し得なか っ
た . 本研究は , ア ニ リ ソ 誘導体に おけ る M etH b形成能の 予測
を 目的 と して , ラ ッ ト肝由来の 代謝活性系 およ び ラ ッ ト血液を
用い た試験管内法を用い て , 7 ニ リ ソ 誘導体の M etH b形成率
と物理 ･ 化学的構造 との 相関分析を試み た . こ の 結果芳香族ア
A b bre viatio ns: D M S O, dim ethyl sulfo xide; MetH b,
ミ ソ は , 一 般 に 試験管内で ラ ッ ト血 液と そ の ま ま 反応 させ て も
MetH b形成能を 示 さな い が , 肝由来の 代謝活性系 を共存 させ
る と M etH b を形成する こ と が 明らか とな っ た . ま た 誘導体 の
MetH b形成能 と こ れ に 係わ る物理 ･ 化学的構造因子 と の 相関
を重回 帰分析法 に よ っ て 検 討 し た . ま た 試 験管 内法 に よ る
M etHb 形成能 を生体内の 形成能 と比較す るた め , ア ニ リ ン 誘
導体 を ラ ッ ト腹腔内に 投与 し ,
一 定時間後 の 血 中 MetH b量を
測定 した . こ の 結果 . 両者の M etH b形成能の 間に 有意 の 相関
が得 られ , 生体 内の MetH b形成能推定の た め の , 試験管内法
の 有用性が示 醸 され た . これ ら の 成蹟を 報告す る ･
材料お よび方法
Ⅰ . 被験物質
ア ニ リ ン 誘導体 と して , 1 . ア ニ リ ン , お よ び そ の パ ラ 誘導
体で ある 2 . ♪- ト ル イ ジ ン , 3 . β-エ チ ル ア ニ リ ン , 4 ･ ♪-プ ロ
ピル ア ニ リ ン , 5 . 介イ ソ プ ロ ピ ル ア ニ リ ン , 6 . 伸一プ チ ル ア
ニ リ ン , 7 . ター フ ル オ ロ ア ニ リ ン , 8 ･ ♪-ク P ロ ア ニ リ ン , 9 ･
♪- ブ ロ モ ア ニ リ ン , 1 0. クー ヨ
ー ドア ニ リ ン , 11･ ク
ー ア ミ ノ フ ェ
ノ ー ル , 12. ♪-ア ニ シ ジ ン , 1 3. ♪- フ ェ ネ チ ジ ン , 14t ♪- ア セ ト
ア ミ ノ フ ェ ソ , 15. クー ア ミ ノ ベ ン ゾア ミ ド, 16･ ♪一フ ェ ニ レ ン ジ
ア ミ ン , 17. ♪- ニ ト ロ ア ニ リ ン , 18. ♪
一 ア ミ ノ ベ ン ゾイ ッ ク ア ミ
ドメ チ ル エ ス テ ル , 19. ♪-ア ミ ノ ベ ン ゾイ ッ ク ア ミ ド エ チ ル エ
m ethe m oglobin; M R, m Olar refra ctivity OxyH b･
0 Ⅹyhe m oglobin;QS A R, qu antitativ estr u ctu re- aCtivity relation ship ;S D, Spr agu e
-Da wley
ア ニ リ ソ 誘導体 の メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン 形成
ス テ ル ( 図1) を 用い た . ア ニ リ ン の み 和光純薬 工業(大阪)に
ょ り, 他 ほす べ て 東京化成工業(東京) よ り入 手 した ■
Ⅱ . 使 用動物
8週令 Spr agu e-Da wley 系 (S D) ラ ッ ト (体重2 50 士10g) を
S LD(静岡)よ り , 実験 の 数 日前に 購 入 し, 22 土2.0 ℃恒温室 で
固形飼料(M F, オ リ エ ン タ ル 酵 札 束京)と水を自由に 摂 らせ
て飼育 した .
Ⅲ . 採決方法
ネ ソ ブ タ ー ル (ダ イ ナ ポ ッ ト , 大阪)麻酔下 , 右心房 よ り ヘ パ
リ ン 処理 した 注射器 を 用 い て 行 っ た .
Ⅳ . H b濃度測定 ( シ ア ン MetHb 法)
ヘ モ グ ロ ビ ン テ ス ト ワ コ ー (和 光純薬工業) を 用 い て ,
540n m に お ける吸光度を測定 し, ヘ モ グ ロ ビ ン 濃度を 求め た .
Ⅴ . ア ニ リ ン誘導体 によ る MetHb 形成反応
1 . 試験管法に お ける MetHb形成率 の 測定
O hta ら
6}の 方法を 参考に , H b濃 度が 1. 8g/dlに な る よ う
に , ラ ッ ト赤血 球懸濁液を調整 し(全量2･5ml), これ に ラ ッ ト
肝由来の 代謝活性系 S-9 miⅩ C O-factor(オ リ エ ン タ ル 酵母)0･5
mlと ア ニ リ ン 誘導体溶液0.05mlを 加えて反応液 と し, こ れ を
37 ℃, 30分 間恒温槽に て 170/min の 振 とう速度で イ ン キ エ ペ ー
ト した . ア ニ リ ン 誘導体溶液(19種煩)は , 最終濃度が0.05,
0.1, 0.5, 1.Om M と した が , 誘導体の 中 で , 精製水 に溶け ない
もの に つ い て は , 2 0% ジ メ チ ル ス ル ホ オ キ シ ド (dim ethyl
sulfo xide, D M S O)(和光純薬工業)で溶か した の ち , 反応液に 加
えた . な お , 予備実験に よ っ て , 20% D M S Oに よ る M etH b形
成が な い こ と を 確か めた . 30分の 反応後 , 反応液 2ml を と り ,
これ に リ ソ 酸緩衝液 (0. 277% K H2P O4 , 0 .2 89% Na2H P O4 .
0.05% Trito n xlOO; pH 7.8)10rnl を加 え , 10,000× g, 10分冷
却遠心 した . 遠心 に ほ 高速冷却遠心機 (20P R-5 日立 , 東京) を
用 い た .
2 . 生体に お け る MetHb 形成率 の 測定
ラ ッ トに ア ニ リ ン 誘導体溶液を体重 1kg あた り10ml腹腔内
投与 した . そ の 1時間後に 血液 0.4ml を右心 房 よ り採血 し, こ
れ に リ ン 酸緩衝液 12 血 を加 えた .
VI. MetHb 洪Ij 定(シ7 ン MetHb 法)
1 . 2 . よ り得 られ た と清を 4本 の ガ ラ ス セ ル に 3mlず つ 分
注 した . こ れ を No.1 ～ 4. と し, Ev elyn & Ma1loy の 方 法
T) に
従 っ て , No.1. に は_上清の み , No.2. に は10%
K C N(和光純薬
工業) 2滴 , No.3. に は20% K3Fe(C N)6(和光純薬工業)2滴 ,
No .4. に は10% K C N お よ び20% K3Fe(C N)62滴ず つ を 加え て
R R
1. ･H l l. ･O H
2. ･C H3 1 2. ･ O C H3
3. ･C2H5 1 3. ･ O C2H5
4. .C3H7 1 4. ･ C O C H3
5. . CH-C H3 1 5. ･ C O N H2
とH｡ 1 6. ･ N H2
6. - C4H9 1 7. ･N O2
7. _ F 1 8. -C O O C H3
8. .Ct 1 9. ･C O O C2日5
9. ･8r
l O. -l
Fig.1. C hemic alstru ctu r es of a niIin ederiv ativ es ex amin ed




混和 し, 635n m に お い て 吸光度を測定 した . 測定 に ほ200- 2 0
型 ダブ ル ビ ー ム 分光光度計(日立)を用い た . これ らの 値を用い
て , 以下の 式 に よ り , MetH b(%)を求めた .
M etH b(%)=
No.1 の 吸光度 - No. 2 の 吸光度
No. 3 の 吸光度 - No.4 の 吸光度
Ⅶ . MetHb25算出法
上 記に よ り求め た M etH b(% )を プ ロ ビ ッ ト変換 し, 被験物
質濃度の 対数値に 対する回 帰方程式を最小 2乗法で求め , こ れ
か ら M etH b形成率25% に 相当す る被鹸物質 の 濃度 を算出 し
た .
Ⅶ . 構 造 一 着 性 相 関 (qu a ntitativ e str u ctu re- a Ct ivity
r elatio nship, QS A R)
MetH b形成に 係わ ると考 え られ る QS A Rパ ラ メ
ー タ を化合
物側か ら検定 し, 選定 した . 疎水性 パ ラ メ
ー タ の logP は [じ
L O GP] に よ り算出 し, 電子的 パ ラ メ ー タ の うち Ha m m ett の
q 以外 は [M O P A C-P M 3] に よ り計算 した . H B は ダミ ー 変 数
と し, H B l は水素受容性 の も の に 1 を与え , H B 2 は 両性
(水素受容性か つ 水素供与性) の もの に 1 を与え, い ずれもそ の
他を 0 と した. MetH b形成率25%に あた る ア ニ リ ソ 誘導体濃
度(MetH b25) と logP, H B, M R, L の 解析 は Han sch らの 方
法8) に 従 い P A S A R重 回 帰分析 プ ロ グ ラ ム を 用 い て ,
F A C O M, 360 Rコ ン ピ ュ
ー タ ー に て 行 っ た .
Ⅸ . 等電点電気泳動
MetH b形成磯序を解析す るた め , 1m M p-ク ロ ロ ア ニ リ ソ と
の 反 応 で 得 られ た MetHb に つ い て 等 電点電気泳動(L K B
P A G プレ ー ト , PH 3.5 ～ 9.5) を To moda
24} ら の 方法 で 行 っ
た .
X . 統計学的検討
MetH b形成率の ア ニ リ ソ 誘導体濃度対数値に 対する 回 帰式
の 直線性 の 検定に は , 分散分析法 を用 い た . 構造活性相関分析
の た め 垂回帰式の 有意性は F検定 に よ っ た . い ずれも P<0･05
を有意と した .
成 績
l . S-9miⅩ CO -fa cto r添加の 検討
O hta ら の 方 法6} に 準 じ た S-9mix の 添 加 の 有無 に よ る
MetHb 形成の 速 い を19物質に つ い て 検討 し, こ れ らの う ち P-
ク ロ ロ ア ニ リ ン を 用 い た 結果を図 2に 示 した . S-9mix は , S D
ラ ッ ト の 肝 ミ ク ロ ゾ ー ム よ り得 られ た 代謝活性化酵素で あり ,
これ が添加さ れ な い 場合は , MetH b形成が ほ と ん どみ られ な
い が , 添加 され る こ と に よ り ア ニ リ ン 誘導体 の 代謝が な さ れ
MetH b形成が行わ れた (図2). た だ し, 被験19物質中, P7
ノ フ ェ ノ ー ル の み , S-9mix の 添加 に 関係 なく M etH b形成 が
あ っ た (図3).
Ⅱ . ア ニ l)ン誘導体の濃度と MetH b形成率の関係
ア ニ リ ソ 誘導体 の 濃度と MetH b形成率の 関係を P-ク ロ ロ ア
ニ リ ン を例と して 図4に 示 した . 横軸 に ア ニ リ ソ 誘導体 の 対数
を とる と MetH b形成率と の 間に 有意な直線関係が得 られ た ･
19種煩の ア ニ リ ソ 誘導体の うち p-フ ェ ニ レ ソ ジア ミ ソ , クー ア ニ
シ ジ ン 以外 の17種莱酌こお い ても同様な結果が得 られ , そ れぞれ
ア ニ リ ン 誘導体 の 濃度が 0.05～ 0.5m M の 範 囲内で ア ニ リ ソ 誘
導体 の 濃度に 依存 して MetHb形成率も上昇 した ･
Ⅲ . 構造 一 着性相関
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本研究に 用い た ア ニ リ ソ 誘導体 の MetH b封 の 逆数 の 対数値
l｡g(1/MetHb25) と , 疎水性 logP ∴電子的置換基定数 qP･ 立 体
的置換基定数 M R, L, ダ ミ
ー 変数 (H B) を表 1 に ま と め て 示
す . 本実験 で の 構造 一 括性分析 に よ っ て得 られ た 回 帰式 の うち
統計学的に 有意 とな っ た もの の 一 部 を次に 示 した ･
Log(1/MetH b25)= 0;958logP - 0･005
n = 15, r = 0.707, S = 0.766, F = 13･O
Log(l/MetH b25)= 1.595 logP + 1■5 45 H B- 1･711
n = =1 5, r = 0.918, S = 0.448, F
= 32･O
Log(l/MetH b2S)= 0.147 MR + 0･1 36
n = 14, r = 0,869, S = 0.389, F = 36･9
Log(1/M etHb25)= 0.714 logP - 0･625


























Do s e(m M)
Fig. 2. Effe cts of S-9 mix o nMetH b forrn atio nin vitro
with P- Chlor o anilin e. MetH b fo r m atio n w as s ee n o nyl
u nde rthe pr e s e n c eof S
-9 mix afterin c ubatio n at37 ℃ fo r
30 min. 0 p O without S-9 mix, ● - ● with S-9
mix .
0.0
Do $ e(m 叫
Fig.3･ MetHb fo r m atio nin vitro wi h担 min ophe n oI with
or witho ut S-9 mix. MetH b fo r m atio n was sa m e afte r
in c ubation at 37 ℃ for 30 min u nde r the pr e se n c e or
absence of S･9 rnix .
.01 10
Dose(m M)
Fig. 4. Do s e re spo n se r elatio n ship of MetH b for m atio nin
vitr o wi hP-Chlor o a nilin e. Dos e r espo n s e r elatio n ship of
M etH b for mtio nin vitr o wi hP
-Chlor o a niIin e. MetH b25 W a S
determin ed after aPr obit tr a n sfor m atio n of p-Chlo r oa nilin e
c o n c e ntratio n. MetH b25 0f other anilin e deriv ativ e s w er e
deter minedin the s o m e m a n n er.
Log(1/M etH b25(viv o))= 0.342 log(1/MetHb25(vitr o))+ 0･156
･ ‥ 5
n = 11, 工 = 0.526, S = 0.438, F = 3.5
式 1 , 2, 3 , は試験管内法 に おけ る回 帰式 で あ り , 式4 は 生
体内法に お ける 重回 帰式 である . 式 5 は試験管内 と生体に おけ
る M etH b形成率の 間の 回 帰式である ▲ 式 1 と 2 は全物質に つ
い て , 式3 ほl -C O N H2を 除く全物質に つ い て の 式 で ある ･ 各
式で , n は 分析 に 用 い た ア ニ リ ン 誘 導体 の 数 , r は 重相関係
数 , S は標準偏差 を示 す . こ れ らの 結果よ り化合物 の 疎水 性が
高く , 置換基が か さ高 い ほ ど , MetH b形成能が大きく , また 置
換基が水素結合性基の 場合 に は , そ の 効果は 増大する こ と が示
唆 され た . 図 5 に 示す よ うに , logP に おい て は 試験管内法 , 生
体法 ともに 有意な結果と な っ て い る . た だ し ,
- C O N H2は 立体
的パ ラ メ ー タ (M R, L) と の 相 関に お い て例外物質 と な っ て い
る . 試験管内 と生体内の 間の logP に お ける相関 は囲 6に 示 し
た .
Ⅳ . 等電点電気泳動
試験管内法 で の MetH b形成能の 最も強い 化合物 の 1 つ で あ
る , ♪-ク ロ ロ ア ニ リ ソ と の 反応 で得 られ た M etH bの 等電点電
気泳動 パ タ ー ン を 図 7 に 示 す . 対 照 コ ン ト ロ
ー ル と S-9mix
c ofa ctor を添加 しな い も の を おい た と こ ろ , 対照ほ オ キシ ヘ モ
グ ロ ビ ン (o xyhe m oglobin, OxyH b) が 多 く 認め られ る の に 対
し, P-ク ロ ロ ア ニ リ ソ を 添加 した もの は , OxyH b)か ら部分酸
化物や完全酸化物で ある M etHb へ と 変化 して い る こ とが 明ら
か で あ っ た .
考 察
M etHb 血 症 ほ , 赤 血 球中の ヘ モ グ ロ ビ ン の ヘ ム 鉄 が 2価
(Fe2 +)か ら3価(Fe3+)に 酸化 され て M etH b含量が異常に 増加
する疾患であ る . 赤血 球は MetH b形成 の 進行に よ り溶血 が引
き起 こ され , 赤血 球の 酸素運搬能が低下す る . こ の た め 組織呼
吸が 不十分 と な り , とくに 末梢部は低酸素症 を お こ し, そ の 結
ア ニ リ ン 誘導体の メ ト ヘ モ グ ロ ビン 形成
果, チ ア ノ




本研究は , ア ニ リ ソ 誘導体19種類に お ける MetH b形成能を
測定す るた め の 試験管内法 を確立 し , つ い で そ の 構造
･ 活性相
関の 検討 を行 っ た ･ 化学 物質に よ る M etH b形成機構 に
つ い て
は , 図8 の Step l で 示 すよ うに ア ニ リ ソ 誘導体を は じめ と す
Tablel. P hysic o,Chemic alpara m eter s of a niline




3. p-Ethyla nilin e
4. p- n -Prop yla nilin e
5. p-is o-Prop yla niline
6. p- n-Butyla niline
7 . p-Flu or o anilie
8. p-C hlor o a nilin e
9. p
-Br o m o a nilie
lO. p
-Iodo a nilin e
12. p-Anisidin e
13. p-P he netidine
14. p-Arnin o ac etophe n o n e
15. p
- A min obe n z ami de
16, p-P he nyle ndia min e
17. p
-Nitr o a nilin e
18. p
-A min obe n zoic a cidm ethyle ster
19. p- Arnin obe n z oic a cid ethle ster
le ngth a nd v ario u s wi dth
s ubstitu e ntfr o mits point
dir e ctio ns. H B:indic ator
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る 芳香族 ア ミ ン は , そ の まま で は M etH b形成能をもたず , 肝
そ の 他の 組織 に 存在する チ ト ク ロ
ー ム P 450に よ っ て代謝活性




の こ とほ , 図2 で み られ る ように S-9mix の 有無に よ る形成能
の 違 い か らも裏付け られる . 次 に Step2 と して, 赤血球内に 到
達 し た N一 水 酸 化体 ほ 0ⅩyH b との 共 役 酸化
13 ト 16)(c o upLed
de riv ativ es u sed in this study
log log log P 叩
(1/M H b乃) (l/M H b25)
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Fig.5. Relatio n ship betwe e nlog P a nd MetH b25 0f a nilin edr
iv ativ es･ (A)in vitro; Regre s sio n equ atio n･ log(l/MetH bB5)=1･595
Iog P + 1.545 H B
～ 1.711(n = 13, r = OI918, S = O A 48･ F = 32･0) (B)in vivo･ Regre ssio n equ
atio n･ log (1/MetH b25)= 0･71 4 log
P - 0.625(n =1 3, r = 0.823, S = 0.332, F = 23･0)･
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0 Ⅹidatio n) に よ り , N一水酸化体自身 は N O体 に な る と と も に
OxyH b ほ H b-Fe
3 +
(M etH b) と な る. 生成 した MetH b お よび
N O体 は M etH b還元酵素 m に よ り再び Hb O2 , N一 水 酸化体に
還元 され る . ま た N O体は グル タ チ オ ン (Glutathio n e, G S H)と
の 反応
-8} で 非酵素的むこも N- 水 酸化体に 還 元 され る . 再生 した
N一 水酸化体 が再 び MetH b形成 を行 う こ とに よ り結果的 に 少量





















)og(1/ MetHb2 5)k7 Vitr o
Fig. 6. Relatio n ship betw een log (1/MetH b25)in vitro a nd
log (1/M etH b25)in viv o. Regre ssio n equ atio n, log (1/
M etH b25 (viv o))= 0.342 Iog (1/MetHb25 (vitr o))+ 0.156
(n =1l, r = 0.526, S = 0.438, F = 39). No. of e a ch point
corr e spo nds to thatin F ig.l.
e o ntrol
el止o r o a ni追n e(S 9十)
e o ntr ol+ Fe だri
CuO r O a nilin e(S9+)十 Fe ロd
ctLlo r o 朋1ilin e(S 9･)+ Ferri
d 山o r o a ni追n e(S 9･)
Fig. 7. Is o ele ctric-fo cu sing ele ctr opho re si patte r ns o n a
polya crylami de gel plate (pH 3.5～ 9.5) of r at he m oglobin
solutio nsIwhich w er eincubated with a nilin e deriv ativ e s.
S 9, S-9 miⅩ; Fe rri, pOtaSSiu m ferricya nide. Re m a rkable
m ethe m oglobin for m atio n wa,S Obser ved in p- Chloro a nilin e
with S-9 mix . Oxyhe m oglobin was cl占ary obse rv ed
Witho ut S-9 mix.
次 に 本研究 で 用 い られ た試験管内法 に よ り得 られ た 結果を ,
い く つ か の パ ラ メ ー タ を 用い て 解析 した構造 ･ 活性相関と , 試
験管内法と生体内法の 結果に つ い て の 活性 ･ 活性相関 に つ い て
考察す る . 回 帰式1 ほ, 試験 管内法で 得 られ た結果 を , 疎水 性
パ ラ メ ー タ と して の n-オ ク タ ノ ー ル ー 水分配係数 logP を用い
て算出 した もの で あ る . こ の 式 は , 化合物 の 疎 水 性 が 増す ほ
ど, M etH b活性 が高 ま る こ と を示 して い る . これ に 水 素結合性
の 有無をあ らわ す ダ ミ ー 変 数 を 加えたも の が 重 回帰式 2 であ
り , 置換基 が水素結合性(hydr oge nbo nding property)の 場合 ,
そ の 効果ほ 増大す る こ とを 示 唆す る結果と な っ た . しか し, こ
れ ら の 式 に お い て , ア ニ リ ン , ♪-ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル , ♪-ア ニ シ
ジ ン お よび ♪- フ ェ ニ レ ン ジア ミ ン ほ例外物質 と して QS A R解
析 よ り除外 した . こ れ ら は 一 高濃度を 用い て も , MetH b形成が
み られ なか っ た ため で ある . こ の 理 由 と して , ま ずア ニ リ ン に
つ い て は , 置換基 の 存在 しな い こ と が 影響 して い る と 考え ら
れ , ♪-フ ェ ニ レ ン ジア ミ ン (-N H2)は , そ の 疎水性の 低 さで理解
でき る . ♪一 ア ニ シ ジ ン トO C H｡) が非活性 とな っ た 原因は な お不
明で ある が , 高活性め ♪-フ ェ ネ チ ジ ン トO C2H5)と , 置換基の 電
子吸引性 を示 す 0･P(Ha m m ett の電子的置換基定数) の 値 に そ
れ ほ ど差 がなか っ た こ と か ら , 置換基 の 立 体因子が関与 して い
る可能性 が考 え られ る . 図5 (A) で 示 した よ う に , ♪一フ ェ ネ チ
ジ ン , ♪-ア セ トア ミ ノ フ ニ ノ ン , ♪- ア ミ ノ ベ ン ゾイ ッ ク ア ミ ド
メ チ ル エ ス テ ル , ♪- ア ミ ノ ベ ン ゾイ ッ ク ア ミ ド エ チ ル エ ス テ ル
が 回 帰直線 よ り はず れ た . こ れ らは全 て クー置換基 が水 素結合性
を有 して お り , こ の こ と が ダ ミ ー 変 数を加 え る根拠 と な っ た .
♪-ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル に つ い て は , 図3 の よ うに S-9mix の 添加
に 関係なく MetH b形成 が み られ た . こ れ は , P-ア ミ ノ フ ェ
ノ ー ル が 生体内で の ア ニ リ ソ 誘導体の 活性代謝産物で あると の
報告21 ト 24)が あり , そ の た め に S-9mix 添加 の 影響 を受けな か っ
たも の と 考え られ る . 次 に 回 帰 式 3 ほt モ ル 屈 折 を あ ら わ す
M R を用 い て算出 した式 で ある . こ れ は 置換基が か さ高 い ほ ど
M etHb活性 が増大する こ と を示 して い る . 図 5 (B) で 示 すよ
うに , 回 帰直線 か ら クー ア ミ ノ ベ ン ザ ア ミ ド トC O N H2)がほ ずれ
て い るが , こ れ ほそ の 疎水性 が低く(logP = -0.25), 作用部位
と考 え られ る ヘ ム 蛋白 の 疎水性 ポ ケ ッ ト
10) に 到 達 しに く い た
め , 結果的 に 立 体田子 が直接活性発現に 寄与 しな か っ た こ と に
よ る と 考 え られ る . 回 帰 式 4 は , 生体 内で 得 ら れ た 結 果 と
IogP の 関係を 算出 した 式で ある が , 試験管内法 と同様 , 有意 な
相関が得 られ た . しか し M Rで は , 試験管内法に 比 べ 相関係数
が低く な り, ま た試験管内法 で は活性 の 低か っ た ア ニ リ ン が比
較的高い 活性 をあ らわ して い る . これ ほ生体法で の 解毒機構 に
お ける 未知の 部分をあ らわ し, 今後 の 研究 , 検討の 必 要性 がう
か が わ れ た . ケイ ソ プ ロ ピ ル ア ニ リ ン , ♪
- ア ミ ノ ベ ン ゾイ ッ ク
ア ミ ド メ チ ル エ ス テ ル , クー ニ ト ロ ア ニ リ ン は , 生体法で は 溶媒
自体の M etH b形成以外の 臓器毒性の 可能性が あるた め , 高濃
度 で ほ 使用できず低濃度暴露 とな っ た た め , 十分 な活性が得 ら
れ ず今回 の 解析 よ り除外 した . 回 帰式5 は∴試験管内と生体内
で の 活性 ･ 活性相関であ る こ と が こ の 結果 は相関 が十分 とは い
えず , そ の 要因 と して ∴試験管内で使用 した血 液 の ヘ モ グ ロ ビ
ン 濃度が 生体内の 条件 よ りも低い こ と , 生体 内で の 代謝磯構の
複雑 な こ とな どが 挙げられる . しか し , M etH b形成機構で は ,
置換基 の 疎水 性 , 立体効果 , 水素結合性が活性発現 に 対 し重要
となる可 能性が 示 唆 され , M etH b形成能未知 の 物質 に つ い て
の 予測 の 可能性 が開か れ た .
P450, 0
ア ニ リ ン 誘導体 の メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン 形成
liv er
Stepl
Fig･ 8･ Pr opos ed m e cha nis m of
m ethe m oglobin for m atio n by
N-hydr o xyla niline･ T he ntheir
N A D P
+
. nic otin a mide ade nine
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N H OH G S S G 2 G S H
Erythr o cyte
Step2
Anilin deriv ativ e sdo n otha v e
their self. By cyto chro m eP 450 in liv er a nd other tiss u e･ they
w er e m etabolized･ bec o rn e
effe ct ap pe ar a n c e･ Ar, Aryl radic al; GS S G, O Xydized gl
utathio n e･ G S H, r edu c ed glutathio n e;
din u cle otide phosphate; N A D P =1 nicotin ami de ade nin edin
u cle otide pho sphate dehydr oge n a s e･
Step･1:Ar
･N H2 一 一 → Ar-N H OH
Step･2:Ar
･NH O H
一 一 → Ar-N O
Hb O2-Fe
2+
- → H b-Fe
3+
the MetH b for m atlO nby a n 11n ederlV atlV e Sm V ltrO a nd m vI V O
図7 ほア ニ リ ン 誘導体に よ っ て 形成 され た MetH bの 等電点
電気泳動像 で あ り , オ キ シ へ モ ク ロ ビ ン か ら MetH bに 至 る各
種中間産物 の 存在を 示 し て い る . こ れ に つ い て ほ , 当教 室原
酢 の ア ニ リ ソ 誘導 体2 2種 に つ い て 等 電点電気泳動 に よ る
MetH bの 形成を 示 した 報告がある . また M etH b形成を化学物
質に よ る毒性の 指標 とする報腎
5 ト27)も多 々 知 られ て い る ･
以t , ア ニ リ ン 誘導体の MetH bの 形成と 構造
･ 活性相関に
ょ る 分析 を行 い ∴試験管内で の 誘導体 の 代謝 , 活性 , お よ びそ
れ に 及ぼ す構造因子 に つ い て 新 しい 知見 を得た . 今後更に 誘導
体の 種類の 追加 や , 実験条件の 変化 な ど検討を加 え る こ と に よ
り , 生体内の 予測に よ り有効な試験管内法の 確 立が 可能と な る
と考 え られ る .
結 論
MetHb 血 症を 引き起 こす こ と で 知 られ て い る ア ニ リ ン 誘導
体(a nilin ede riv ativ es)の MetH b形成能 の 予測を 目的と して 肝
代謝活性系を用い た試験管内法を確立 した . ま た MetH b形成
能と物理 ･ 化学的構造と の 相関分析を お こ な い , 以下の 成績を
得た .
1 . β 位 の ア ニ リ ン 誘導体は , 試験管内で ラ ッ ト 血液 に おい
て , ラ ッ ト肝 代謝活性系 S-9mix 存在下 で M etH b形成 を示 し
た .
2 . ♪-ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル の み ほ , S-9mix の 存在下 , 非存在下
で 同等 の M etH b形成 を示 した .
3 . p 位 ア ニ リ ソ 誘導体の M etH b形成能は , 疎 水性や 置換
基の 水素結合性, 立 体効果などの 特性 に 依存 して , これ ら と有
意な相関関係 が得 られ た .
4 . 生体内お よび 試験管内で の 誘導体 に よ る M etH b形成能
の 間 に 有意な相関関係 が得られた .
5 . 以上 の 成蹟か ら, 生体 内に お ける M etH b形成能の 予測
の た め の 試験管内法 の 有用性を確認 した ,
謝 辞
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なお ▲ 本論文 の要旨の
～ 部は , Mediche rnCo ngr e ss(199 2年10月 , ロ ン
ド ン) に お い て 発表 した .
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Abstra ct
A mi1n ederiv ativ es are widely us ed in the production of v ario us che micals, but ar ekn ow n to cause acquired
methe-
m oglobin emia, n e u r Opa血y andother organic dis orders･ 7 be objectiv e ofthis studyis todev elopea rapid in vit
ro m ethodto
m e asure the m ethm oglobin(MetHb)for mingpotehcy of19 p -S u Stituted mi1inederivativesin ratbloodin thepresen ce of
hepatic m etabolic acdv ation system s, a nd to an alyzethe s
truCture- a Ctivity reladonshipof these chemicals･ MetHb25(a c on-
c e ntr ation of the anilin ederiv ativ es whichpr oduc es25% MetHb)show edstatis icallysignincantrelationships wi th 10gP(n
-
o ctano - W aterPartito n c oe餓cient)for alkyla nd ha10genderivatives･ AddingtologP thed ummy V ariables, Whichindic ate
the presenc e of hydrogen-bondings ubstituent, pr Oduced m ore slgni丘c an t relation sh
ips than With log P alo neMetHb also
sho wed a slgnific antrelationship wi thsteric param eterS S u Ch asM Land L･
MetH b fbrm ation tendedto begre ater wi thelec-
tr o n- With draw lngSubstitue nts al thoughtherelado nship with♂ , a H am met
l
s c o n sta ntcharacterizingthe electro n-With dra w-
1ng pOWer, W a S n OtStatistical1yslgni缶cant･
r
mis studysho w ed MetHbfo rm 1ngpOtenCy Ofp
-S ubstituted ami1in es w aslin ear-
1ydependent o n the properties ofsubstituents,S u Ch ashyd
rophobicity･Steric e飴ct andhydrogenbondingpoten cy･
7 bepre-
se n tin vitro m edlOdusingratblood and hepatic m etabolic acdvation syste m ssee m ed tobe usefu l in as s e s s
lngthepotency of
MetH bfor m atio n ofche micals.
